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摘 要 
目的：研究Twist/Bmi-1/E-cadherin蛋白在早期宫颈癌组织、宫颈上皮内瘤变（CIN）
组织与正常宫颈组织中的表达水平，探讨Twist/Bmi-1/E-cadherin在早期宫颈癌不
同病变组织中表达的生物学意义，对宫颈癌患者预后的影响以及这三者之间的相
关性。 
方法：收集2009年7月—2013年10月在厦门大学附属中山医院手术切除的64例宫
颈癌，41例CIN组织，12例正常宫颈组织石蜡标本，运用Elivision免疫组化法检
测Twist/Bmi-1/E-cadherin在宫颈癌组织、宫颈上皮内瘤变（CIN）及正常宫颈组
织中的表达水平并对其进行临床分析。 
结果：（1）Twist、Bmi-1 的阳性率在正常组、CIN组、宫颈癌组中逐渐升高，而 
E-cad 则是逐渐降低；Twist、E-cadherin差异具有高度统计学意义(P =0.000)，而 
Bmi-1差异亦有统计学意义 (P =0.012) 。Twist、Bmi-1 阳性表达率在CIN分级中，
III级高于II级，而 E-cadherin 则相反(P < 0.05)；Twist蛋白的表达率与临床分期、
淋巴结转移、宫颈癌组织类型相关，即Twist的阳性表达率在II期患者中较在I期
患者中高（P=0.024），有淋巴结转移的患者Twist的阳性表达率更高（P=0.032），
在宫颈鳞癌中Twist的阳性表达率较宫颈腺癌中的高（P=0.017）；Bmi-1的表达与
宫颈癌的临床分期以及其分化程度有关，即Bmi-1的阳性表达率在II期患者比在I
期患者中高（P=0.021），宫颈癌分化程度越低，Bmi-1的阳性表达率也就越高
（P=0.041）；E-cadherin蛋白在宫颈腺癌中的表达率高于宫颈鳞癌（P=0.047）。
（2） E-cadherin与 Twist、Bmi-1 在宫颈癌中的表达均呈负相关 (P < 0.05)；而 
Twist 则与  Bmi1 呈高度正相关  (P =0.000)。（3）Twist、Bmi-1的高表达及
E-cadherin低表达与较差的预后有关，在总生存期的结局下是影响早期宫颈癌患
者预后的主要独立因素 (P < 0.05)。 
结论：（1）Twist 的表达阳性率在宫颈癌组、CIN 组、正常宫颈组织组中逐渐降
低，其表达水平与临床分期、淋巴结转移、宫颈癌组织类型紧密相关，且影响患
者预后。（2）Bmi-1 的表达阳性率在宫颈癌组、CIN 组、正常宫颈组织组中逐渐
降低，其表达水平与临床分期、淋巴结转移、宫颈癌分化类型紧密相关，且影响
患者预后。（3）E-cadherin 的表达阳性率在宫颈癌组、CIN 组、正常宫颈组织组
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II 
 
中逐渐升高，其表达水平与宫颈癌组织类型有关，且影响患者预后。（4）Twist、
Bmi-1 和 E-cadherin 与宫颈鳞状上皮细胞 EMT 的发生过程密切相关，对宫颈癌
的发生、发展起协同作用，联合检测 Twist、Bmi-1 和 E-cadherin 在宫颈癌组织
中的表达，对于宫颈癌早期诊断及判断患者预后都具有一定意义。 
关键字：Twist；Bmi-1；E-cadherin；宫颈癌  
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ABSTRACT 
OBJECTIVE To investigate the expression of Twist/Bmi-1/E-cadherin in cervical 
intraepithelial neoplasia (CIN)and early stage cervical carcinoma and to explore the 
clinical significance, the prognosis and their relevance  
METHODS The expression of Twist/Bmi-1/E-cadherin in tissues from 117 cases of 
cervical, 12cases of normal cervical tissues, 41cases of cervicalintraepithelial 
neoplasia and 64 cases of cervical carcinoma were analyzed via Elivision 
immunohistochemistry and clinical analysis. 
RESULTS The positive expression rate of Twist and Bmi-1 were raised gradually 
from normal cervical tissues to CIN to cervical cancer(P＜0.05),while the positive 
expression rate of E-cadherin was on the contrary.The up-regulation of Twist in the 
early stage cervical cancer was associated with the Stage(P=0.024), Lymphatic 
metastasis(P=0.032) and Pathological type(P=0.017), meanwhile, up-regulation of 
Bmi1 was related to the Stage(P=0.021), Lymphatic metastasis(P=0.012) and 
differentiation(P=0.041).The expression of E-cadherin was inversely correlated with 
the expression of Twist and Bmi1(P＜0.05) in cervical cancer ，while the correlation 
between Twist an Bmi1 was positive(P=0.000).In univariate analyses, the high 
expression of Twist and Bmi demonstrated poor prognosis(P＜0.05). The expression 
of Twist and Bmi1 were identified as independent prognostic factors both in 
multivariate OS and PFS analyses, while the expression of E-cadherin was identified 
as an independent prognostic factor only in in multivariate OS analyses. 
CONCLUSION There exist increased Twist and Bmi-1 expression and decreased 
E-cadherin expreesion in cervical cancer; The up-regulation of Twist/Bmi-1 and 
down-rugulation of E-cadherin demonstrate poor prognosis; The combination of an 
increase of Twist and Bmi-1 might be a valuable survival indictor in cervical cancer, 
they are probably associated with tumor growth or metastasis, 
Twist/Bmi-1/E-cadherin may serve as new molecular targets for anticancer drug 
development. 
Keywords  Twist  Bmi-1  E-cadherin  Cervical cancer
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英 文 缩 略 词 表 
英文缩写 英文名称 中文名称 
CIN Cervical intraepithelial neoplasia 宫颈上皮内瘤变 
FIGO The International Federation of 
gynecology and obstetrics 
国际妇产科联盟 
NCI National Cancer Institute 美国国立癌症研究所 
ASCUS Atypical Squamous Cells Of 
Undetermined Significance 
非典型鳞状上皮细胞, 
LSIL Low Grade Squamous 
Intraepithelial Neoplasia 
轻度鳞状上皮内瘤变 
HSIL High Grade Squamous 
Intraepithelial Neoplasia 
重度度鳞状上皮内瘤变 
bHLH basic Helix-Loop-Helix  碱性螺旋－环－螺旋 
EMT Epithelial Mesenchymal Transition 上皮-间质转化 
PI3K Phosphatidylinositol-3 Kinase 磷酸酰肌醇-3 激酶 
AKT Protein Kinase B 蛋白激酶 B 
STAT3 Signal transducers and activators of 
transcription 3 
信号传导及转录激活因子
3 
hTERT Human Telomerase Reverse 
Transcriptase 
端粒酶逆转录酶 
INK4α Inhibitor of CDK4 CDK4 抑制剂 
ARF Alternative reading frame 可变读框基因 
Rb Retinoblastoma 视网膜母细胞瘤蛋白 
Mdm2 Murine double minute-2 鼠双微体基因 2 
HSC Hepatic stellate cell 肝星状细胞 
3pK Mitogen-activated protein 
kinase-activated protein kinase 3 
有丝分裂原活化蛋白激酶
激活的蛋白激酶 3 
PcG Polycomb group 多梳基因家族 
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ERK extracellular regulated protein 
kinases 
细胞外调节蛋白激酶 
TCF/LEF T cell factor/Lymphoid enhancer 
factor 
T 细胞因子/淋巴增强因子 
GEFs Guanosine conversion factors 鸟嘌呤核苷转化因子 
Rho Ras homolog gene family member Ras 同源物基因家族成员 
Rac Ras-related C3 botulinum toxin 
substrate 
Ras 相关的 C3 肉毒杆菌毒
素底物 
Cdc42 Cell division cycle 42 细胞分裂周期蛋白 42 
PI3 phosphatidylinositol 3 磷脂酰肌醇 3 
PIP3 Phosphatidylinositol three 
phosphoric acid 
磷脂酰肌醇三磷酸 
PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
DAB Diaminobenzidine 二氨基联苯胺四盐酸盐 
OS Overall survival 总生存期 
PFS Progression free survival 无进展生存期 
SPSS statistical program for social 
science 
社会科学统计程序 
P Probability 概率 
rS rank correlation coefficient 秩相关系数 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 有丝分裂原活化蛋白激酶 
MYC Myelocytomatosis viral oncogene 骨髓细胞增生原癌基因 
CRT- PCR RT-polymerase chain reaction 逆转录聚合酶链反应 
HPV Human papillomavirus 人乳头瘤病毒 
PTEN Phosphatase and tensin homologue 
deleted on chromosome 10 
人第 10 号染色体缺失的磷
酸酶及张力蛋白同源基因 
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第一章 前 言 
一  宫颈癌诊断预后研究现状 
宫颈癌是常见的女性生殖系统恶性肿瘤之一，在妇科恶性肿瘤中仅次于乳腺
癌。全球每年平均约有 47 万宫颈癌的新发病例，约 23 万女性死于此疾病，并且
约 80%的新发病例与死亡病例都发生在发展中国家[1]。自从 20 世纪 50 年代以来，
随着子宫颈癌细胞学筛查普及，使宫颈癌及癌前病变能得以早期发现及治疗，宫
颈癌的患病率与死亡率已有明显下降，但宫颈癌患者的术后 5 年存活率仍不理
想。国际妇产科联盟（FIGO）总结了 1982～1986 年期间治疗的 32052 例宫颈癌
病人的预后结果: Ⅰ期患者 5 年存活率为 81.16 % ,Ⅱ期及Ⅲ期患者分别为
61.13 %及 36.17 % , 而Ⅳ期患者仅为 12.11 % [2]。因此，子宫颈癌仍然是严重威
胁妇女健康及生命的一大疾病。 
子宫颈上皮内瘤变（CIN）是一组与子宫颈浸润癌紧密相关的宫颈癌前病变。
CIN 是指部分或大部分被不同程度的异型细胞将宫颈上皮细胞所代替，根据异性
细胞侵害上皮的程度,可将 CIN 分为三个级别，通过分级可以更直观地反映 CIN
发生的连续病理过程。三种级别的 CIN 都有发展为宫颈浸润癌的可能。美国国
立癌症研究所(NCI)提出诊断标准：将宫颈上皮鳞状细胞的异型从细胞学的角度
分为 3 类：不典型鳞状上皮内瘤变(ASCUS)、轻度鳞状上皮内瘤变(LSIL)、重度
鳞状上皮内瘤变(HSIL)。 
近年来，随着分子生物技术的不断发展与进步，人类在基因水平上研究宫
颈癌预后问题的报道越来越多。这些基因都与肿瘤的发生发展以及其生物学行为
相关，而且它们的表达又总是先于肿瘤的转移浸润等之前起调节作用。目前已在
宫颈癌预后方面有明确预测作用的生化指标有：HPV、AEGF-C、EphA2 及
EphrinA-1、Cox22、nm23- H1、PCNA 等[3~7]。这些研究的价值在于能够更准确
更早地预测宫颈癌预后，因为宫颈癌发生发展过程涉及到多种抑癌基因突变以及
癌基因的激活机制，而临床中对宫颈癌的治疗与预后判断有赖于对宫颈癌发病机
制的分子生物学的研究。近年来，随着更多新型抑癌基因与原癌基因的被发现，
这些基因与宫颈癌的关系也亟待深入研究。 
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二  Twist 
Twist 是一种转录因子，属于碱性螺旋－环－螺旋（basic Helix-Loop-Helix 
family，bHLH）家族成员[8]。Twist 基因最早于 Twist 基因最早是于 1983 年研究
果蝇胚胎发育异常时被发现[9]，随后在水蛭(1997 年)、秀丽隐杆线虫(1998 年)、
文昌鱼(1998 年)、非洲蟾蜍(1989 年)以及人类(1997 年)中也相继发现了该基因的
相似结构。Twist 是一种新近发现的，能够抑制细胞凋亡的蛋白，它的表达上调
可能促进人体某些细胞表型向恶性转化，因此其极有可能是某些恶性肿瘤发生、
发展的关键因素。 
2.1  Twist 的结构与功能 
人类的 Twist 基因由 606 个碱基序列组成，定位在染色体 7p21 处，其蛋白
是由 202 个氨基酸编码组成，Twist 主要是通过形成二聚体来发挥转录因子作用
[10]。Twist 含有 1 个内含子和 2 个外显子。其中内含子长为 536bp；mRNA 长为
1669bp。第 1 个外显子长 772bp，其包含了整个编码区域；第 1 个 ATG(+315)之
后有一含有 609 个碱基的连续开放性读码框(终止于+922)，该读码框包含了密码
子 TAG，且覆盖第 1 个外显子[11]。转录上游分别有 2 个 TATA 盒定位于-32 和-110，
在下游 3′末端的 2 个蛋白多腺苷酸化信号分别定位于+1565 和+1915。 
   Twist 作为高度保守的基因序列，在胚胎发育中扮演着重要角色。Twist 可通
过抑制 E-cadherin 和诱导 Ncadherin 来调节上皮间质转化（epithelial-mesenchymal 
trasition，EMT）[12,13]。，还能促进肿瘤转移[14]、抑制细胞凋亡[15]、肿瘤血管生成
[16]以及诱导肿瘤耐药[17,18]。此外，单倍体 Twist 基因还可能因为个体剂量不足容
易得多种遗传性疾病，其中属尖头并指／趾畸形综合征（Saethre-Chotzen 
syndrome）较为典型，这种疾病的特征主要表现在不成熟的颅缝早闭，头、脸和
肢体的异常等[19]。 
2.2  Twist 的信号转导 
2.2.1  PI3K/AKT 途径 
磷酸酰肌醇-3 激酶（PI3K）是一组原癌基因，它能催化磷酸酰肌醇的第 3
羟基磷酸化。AKT（蛋白激酶 B) 属于一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶， PI3K 下游
的作用靶点是 AKT，它是肿瘤发生的重要信号分子，AKT 活化后在介导细胞增
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殖、凋亡与抵抗化疗、运动与侵袭都有重要作用。PI3K/AKT 信号通路途径是细
胞内抗凋亡信号的重要途径，在细胞骨架的变化以及细胞的增殖、凋亡、存活等
活动中都扮演着重要的生物学角色。 
Cheng 等人[20]研究发现在乳腺癌细胞株中利用 RNA 干扰技术抑制 Twist 基
因的表达能够使 Akt2 的表达水平显著降低，反观在 Akt2 低表达的细胞株中，如
果提高 twist 的表达则可使 Akt2 蛋白及其 mRNA 的表达增多。Kim 等人[21] 研究
发现，在膀胱癌中的骨膜蛋白可以通过 Twist 调节 AKT 信号通路，并且在调节 E
钙黏蛋白表达和中同样扮演重要的角色。因此，Twist 可以通过调节 AKT 的活化
来影响肿瘤的发生、发展、侵袭以及转移。此外，Twist 还可以通过 PI3K / AKT
信号通路对化疗药物产生耐药。在鼻咽癌细胞中，Twist 可以通过调控 AKT 信号
途径使细胞对紫杉醇产生耐药性[22] 
2.2.2  Wnt/β-catenin 途径 
近年来许多研究表明，Wnt 通路是普遍存在在不同种族个体中的一个信号转
导途径。Wnt 信号转导途径可分为经典的 Wnt 信号途径和非经典的 Wnt 信号途
径。经典的 Wnt 信号通路也可以叫做 Wnt/β-catenin 信号通路。当细胞中缺乏
Wnt 配体时，细胞质中的 β-catenin 会与 Axin、APC 作用形成摧毁复合体，β-catenin
与 β-Trcp 相互作用会被蛋白酶水解，因此在 Wnt 通路未被激活时细胞中的
β-catenin 维持在低水平。而当 Wnt 信号分子存在于细胞时，LRP5/6 表面受体会
被 CKlγ 和 GSk3β 磷酸化，散乱蛋白进入细胞膜，并与细胞膜上的 Frizzled 受体
相结合，结果导致 β-catenin 摧毁复合体的作用失活,使 β-catenin 降解并减少在细
胞质中的积累,进而转移至细胞核，在胞核中与 TCF/LEF 结合且形成转录活性复
合物，负责调控 C-myc、MMP-7、CyclinDl 等靶基因的转录[23]。 
有研究[24]发现，Twis 可能是 Wnt 信号通路中的一个介导子，抑制 Wnt 信号
通路可降低 Twist 的表达，在 Wnt-1 转基因鼠的乳腺癌模型中 Twist 的表达明显
升高。Boyer 等人[25]也发现 Twist 是 Wnt 至关重要的下游调节者。通过对 Twist
及 Wnt 通路的深入研究表明，Twist 与 Wnt 之间存在重要的联系，这种联系可能
对于肿瘤的研究及靶向治疗具有重要的意义。 
2.2.3  STAT3 信号通路 
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STAT3 在细胞内扮演重要的信号传递角色，它主要负责将细胞外的信号传递
至细胞核，并且通过诱导靶基因的转录发挥生物学作用。多个研究[26]表明，STAT3
的活化在细胞恶变过程中扮演着重要角色。 
Ling 等[27]通过运用靶向 STAT3 的短发夹 RNA 在小鼠中抑制 STAT3 的表达
对乳腺癌的影响，研究发现在 STAT3 表达沉默的细胞中 Twist 的表达也下调，细
胞侵袭、转移能力有明显下降。该结果表明乳腺癌中的 STAT3 基因与 Twist 的表
达呈正相关。Huang 等人[28]的研究表明，在胰腺癌细胞中，可通过上调 Twist 的
表达激活 STAT3 信号通路并且促进 EMT，从而增加胰腺癌细胞的侵袭能力。此
外，Zhang 等人[29]的研究又提示，已激活的 STAT3 信号可能与 E-钙黏蛋白、Twist
相联系，且介导肝癌的侵袭与转移，同时也发现，异常的 p-STAT3 
/Twist/E-cadherin 信号轴极有可能导致肝癌患者的预后差。综上所述，STAT3 信
号通路与 Twist 在肿瘤的发生、发展和侵袭有密切联系。 
三  Bmi-1 
在 1991 年，Haupt 等人[30]寻找可以与癌基因 c -myc 协同继而引发转基因小
鼠淋巴瘤的分子时发现在某基因附近频繁地整和逆转录病毒插入位点，会导致该
基因转录水平过度表达，并且引起小鼠前 B 淋巴瘤发病潜伏期的明显缩短，于
是将该基因定义为 Bmi-1。Bmi-1 不仅在多种恶性肿瘤中呈高表达水平，而且还
作为一种潜在的肿瘤干细胞能够自我更新因子并且参与肿瘤的发生发展，许多研
究结合临床病理分析还发现它与肿瘤的发生、发展、侵袭转移以及预后有关，因
此，Bmi-1 有望成为一种新型的肿瘤分子标志物。 
3.1  Bmi-1 的结构与功能 
Bmi-1 基因是转录抑制因子多梳基因家族的成员之一，人类 Bmi-1 基因位于
人第 10 号染色体的短臂 1 区 3 带(10p13)，大小 4.9kb。其中含有 10 个外显子，
由 678 个鸟嘌呤、959 个腺嘌呤、975 个胸腺嘧啶组成和 591 个胞嘧啶组成。Bmi-1
的基因编码是含有 326 个氨基酸的蛋白质，其相对分子质量为 36.9kDa[31]。 
Bmi- 1 的调控基因包括 INK4α/ARF、端粒酶逆转录酶(hTERT)和 HOX 基因
家族。INK4α/ARF 基因位于人类染色体 9p21 上，是人类肿瘤最常见的基因失活
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